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適用に関する試験を実施した以下，第 2 掌では，酵母の酵素活性計測， 第 3 章では，藍藻類の光
述べる.
合成活性計測，第 4 章では，微小動物の呼吸活性計測に向けたマイクロデバイスの開発について
第二章Two-hvbrid 酵母を用いた環境モニタリング第 2 章では，測定ターゲットは，
。-galactosidase とし、う酵素であり，その活性を指標とした酵母 two-hybrid 法による内分泌撹乱
物質である 17ß-estradiol(E2)の電気化学的評価を 3 種類のデバイスによって行った.
(1)電気化学マイクロ流路デバイスを用いた単一細胞操作および単一細胞機能評価:マイクロ流路
内での細胞操作に利用した電気泳動力は，緩衝液中で様々な単一細胞の操
作に利用できる .Figure 1 にマイクロ流路デ、パイスの写真を示す.電気化学計
測を行う分析チャンパーへの単一細胞の捕捉および解放を達成し，微生物
群集からの目的単一微生物の単離への応用が期待できる.また，
本デバイスでは 1 細胞の酵母を対象としたß-galactosidase 活
性の電気化学計測に成功した.
Figure J. 電気化学マイクロ流路デバイスの全体写真(A) ，EI (10 x 10 mm') 




クロ ウェルを形成させた. ß-galactosidase を発現させた組み換え酵母を密閉型マイクロウェルに










を増幅させることで高感度測定を実現させた. Figure 2 に
E2 暴露酵母および，非暴露酵母の PSCA 測定結果を示す.単
一組み換え酵母由来の応答を交互くし型電極のデュ Figure 2. E2暴露した酵母(b)と暴露していない
酵母(a)のクロノアンベロメトリーアルモードによる増幅検出させるこれにより，





























































Lux 平均値 T 
柑00 3.35 X 叫岬 O2 molS.1 曲"ぺ | 
8000 6.07 X 10 -18 O2 mol 5.1 cel-1 
唱 5000 10.68 X時相 O2 molS.1 曲11-1
細胞から生成される酸素の還元反応と銀の酸化反応に伴うヨウ
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第 3 章では藻類の光合成計測を 3 種類のデ、パイスによって行った結果について述べている.マイクロ流路デバ
イスによる測定では，酸素遺品性の低し、材質を用いてデ、ノ〈イスを作製し，少数細胞のみならず単一藍藻細胞のリア
ルタイム酸素生成測定にも成功したさらに，微小電極を組み込んだ密閉型マイクロウェルによる測定で、は，藍藻
類を密閉型ウェルに閉じ込め，単一藍藻細胞由来の物質を一定時間だけ半密関空間内に物理的に閉じ込め，その物
質を一度に電極上で検出することにより，光拠吏に応じた酸素生成車度を定量拘に計測することに成功した.また，
変換ストリッピング法による酸素の変換蓄積による測定では，細胞から生成された酸素の還元反応と銀の酸化反応
に伴うヨウ化銀生成を組み合わせ，ストリッピングにより一括還元させることで高感度，簡単，定量的に酸素を測
定できることを示したこの手法を用いて，単一藍藻細胞の光合成活性測定にも成功した.
第 4 章では，微小動物の酸素消費量を指標とした生態影響判面誌験への適用について述べている.酸素の変換ス
トリッピング法を用いて生きたミジンコとゼブラフィッシュの酸素消費速度の計測に成功した.さらに生後 3 週
間以内のミジンコの酸素消費速度を指標とした化学物質の影響刊面詐験にこの手法を適用し，その結果を従来試験
法(OECD テストガイドライン)との比較・検討したところ，被験物質濃度が高くなるにつれて酸素消費速度が減少
する結果が得られ，従来法で、は影響湖鶴、で、きなかった低濃度側においても影響刊面できることを確認した.
第 5 章では，本研究を総括し，環境分野におけるバイオアッセイ試験へ適用に関する今後の展望を示している.
以上要するに，材命文は，酵素活也光合成活性およひ呼吸活性を指標とした環境微小生物の電気化学的機能評
価法を確立し，微小生物のスクリーニング、デ、パイスの開発と，当該デ、パイスを微小動物の呼吸活性を指標とした生
態影響刊面試験に適用した場合の研究成果について記載したものである.これらの研究成果は，環境生命化学およ
びバイオセンシング、工学の発展に寄与するところカりPなくない.
よって，本論文同専士(学術)の学位論文として合格と認める.
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